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(54) Titre : COMPOSES CAPABLES DE SE LIER A DES PROTEINES CON ST1 TU A NTES OU ASSOCIEES AUX ELEMENTS 
DU CYTOSQUELETTE ET LEURS APPLICATIONS POUR LA FABRICATION DE MEDICAMENTS 

(57) Abstract: The invention concerns the use of steroids and non-toxic compounds, capable of crossing the blood brain barrier 
characterised in that they are capable of binding the same site as pregnenolone on proteins constituting or associated with elements 
of the cytoskeleton and of displacing the MAP 2 -bound pregnenolone, and of influencing the assembling and stabilisation of micro- 
tubules. The invention is particularly useful for treating the nervous system, for fighting against ageing of cells containing MAP $ , 
and for treating cancers. 



(57) Abrege : L' invention vise V utilisation de steVoYdes et de composes non toxiques, capables de passer la barriere h6maio-ence*- 
phalique caracte'rise's en ce qu'ils sont capables de lier le meme site que la pregnenolone sur les protelnes constituantes ou associees 
aux elements du cytosqueleue et de de*placer la pregnenolone ne'e a MAP 2 , ainsi que d'influer sur V assemblage et la stabilisation des 
microtubules. Application, notamment, au traitement du systeme nerveux, pour lutter contre le vieillissement des cellules contenant 
des MAP S , et pour le traitement de cancers. 
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"Composes capables de se lier a des proteines consti tuantes 
ou associees aux elements de cytosquelette et leurs 
applications pour la fabrication de medicaments". 

L 1 invention concerne des composes capables de se lier a des 
5 proteines constituantes ou associees aux elements du 
cytosquelette . 

Elle vise plus specialement leurs . applications pour la 
fabrication de medicaments pour le traitement de 
pathologies impliquant des dysfonctionnements de ces 
10 proteines, 

Le cytosquelette est un reseau complexe (voir reference 
bibliographique (1) en fin de description) qui comprend les 
reseaux primaires de trois . classes de filaments 
cytosquelettiques (microtubules , microfilaments, et 

15 filaments intermediates ) auxquels s'ajoute un reseau 
microtrabeculaire qui comprend la majorite des proteines 
associees aux microtubules, microfilaments et filaments 
intermediaires .. La proteine MAP.;, (famille des Microbubules 
Associated— Proteins., decrites ci-apres); est^. un t! , exemftie 

20 caracter istiquev dev compos-ant: ■devce^reseau* ehle pos^sede^dn,- 
domaine de liaison - aux . microtubules, mais egalement aux 
microfilaments (2,3) et aux filaments intermediaires (4,5). 

Les microtubules sont des cylindres creux de 25 mm de 
diametre externe dont la paroi est constitute de 

25 protof ilaments, eux-memes formes par l'empilement de sous- 
unites globulaires a et (3 de tubuline (50 Kd) . Aux 
heterodimeres de tubuline sont associees, de fagon 
periodique, les proteines appelees MAP S (microtubule 
associated proteins) dont le role est de faciliter 

30 1' assemblage de la tubuline, mais aussi 1 1 organisation et 
les fonctions du reseau microtubulaire . 



FEUILLE DE REMPLACEMENT (REGLE 26) 
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La tubuline presente une grande heterogeneite . Elle 
comprenci en effet de nombreuses isoformes provenant a la 
fois de l f expression de plusieurs genes et de tres 
nombreuses modifications post-traductionnelles (6) . 

5 

Les MAP S sont divisees en deux groupes a savoir, les MAP S 
"structurales" impliquees dans 1 1 assemblage des tubulines 
et les MAP S "motrices" qui utilisent les microtubules comme 
rails pour assurer le mouvement de certaines molecules et 
10 organelles. 

Les MAP S structurales visees dans 1' invention comprennent 
plusieurs families de proteines a savoir, les proteines 
MAPi A et B (350 Kd) codees par des genes distincts, les 

15 proteines MAP 2 A et B de haut poids moleculaire (300 Kd) , 
les proteines MAP 2 C et D de bas poids moleculaire (70 Kd 
environ), les proteines MAP 3 A et B (180 Kd) presentes dans 
les neurones jusqu'a 10 jours apres la naissance, les 
proteines MAPj A , B et C (215 a 240 Kd) ubiquitaires , a 

20 proprietes tres voisines de celles de MAP 2 , les proteines 
Tau (50-67 Kd ou 110-120 Kd) , les. proteines STOP (145 Kd) , 
molecules tres stabilisantes des microtubules. 

Dans le neurone, les microtubules sont impliques dans de 
25 nombreuses fonctions (la croissance neuritique, le maintien 
de morphologies complexes comme les arborisations 
dendritiques, le transport axonal de molecules diverses) . 
Par exemple, les proteines MAP 2 participent a 
1 1 arborisation dendritique, alors que les proteines tau 
30 sont essentielles pour la croissance axonale. On sait 
egalement que les differents isotypes de chaque MAP ont une 
localisation et des roles specif iques. MAP? B augmente son 
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expression du stade foetal au stadd adulte. MAP 2 A 
s'exprime seulement a partir d ? un certain stade de 
developpement . MAP2 C (2), qui s'exprime essentiellement 
dans les stades precoces de developpement, est encore 
5 presente dans le bulbe olfactif (7) et dans les cellules 
photoreceptrices de la retine (8) de l'adulte. MAP 2 D est 
localisee au niveau de l'hippocampe des le stade foetal 
(3) . 

10 Les microfilaments sont des polymeres constitues d'actine 
(43 Kd) . Tres abondants dans la region corticale de 
l'axone, on les trouve aussi dans la region centrale ou ils 
participent a son architecture dynamique. 

15 Les filaments intermediates des neurones, polymeres 
constitues par un triplet de proteines (68, 150, et 200 
Kd) , sont- presents dans les neurones dif f erenci£s . 
Interconnects avec les microfilaments et les microtubules, 
ils aident ' au. maintien de 1 1 architecture neuronal e/* les 

20 MAP S servant^/ de^.pqntv entre les trois types da- structures 
f i 1 ame nteuse s : , c y t o s qu e 1 e t,t i qu es,. 

Apres avoir mis en evidence, une liaison saturable de haute 
af finite dans le cytosol de cerveau de rat (foetus et 
25 adulte jeune) avec des steroides, les inventeurs ont 
constate que des preparations hautement purifiees de MAP 2 
possedaient les memes caracteristiques de liaison . 

Des travaux in vitro des inventeurs ont egalement demontre 
30 une action specifique de steroides sur la polymerisation 
des structures du cytosquelette . 
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Or, actuellement; on considere que les effets des steroides 
s'exercent par 1 ' intermediate de recepteurs solubles 
intracellulaires d'une autre classe proteique. Ces 
recepteurs ont ete clones et souvent classes comme 
5 "nucleaires" du fait de leur mode d 1 action en tant que 
facteurs de transcription au niveau du genome. 

Une serie d 1 observations publiees au cours des 20 dernieres 
annees indique que. des recepteurs pour des steroides 
10 fonctionnent egalement au niveau de la membrane plasmique 
de cellules cibles, l f action des neurosteroldes au niveau 
de recepteurs des neurotransmetteurs en etant un exemple 
important. 

15 En mettant en evidence une interaction . directe de 
steroides, plus specialement de la pregnenolone (PREG en 
abrege) , avec des proteines constituantes ou associees acux 
elements du cytosquelette, les inventeurs ont revele un 
nouveau mecanisme d 1 action de ces composes, pouvant. etre 

20 avantageusement mis a profit pour intervenir sur toutes les 
fonctions impliquant les microtubules, filaments 
intermediaires et microfilaments-, y compris la croissance, 
la dif ferenciation, la plasticite des neurones, la 
prevention et la reparation des affections et lesions 

25 neurodegeneratives, . et plus generalement tous les 
phenomenes de division cellulaire. 

De maniere generale, ce nouveau mecanisme d' action concerne 
tout compose non toxique, capable de passer la barriere 
30 hemato-encephalique, et capable de lier le meme site que la 
PREG sur lesdites proteines, ou de deplacer la PREG, et 
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d'exercer un effet sur l 1 assemblage et la stabilisation des 
microtubules. 

L 1 invention a done pour but de fournir des composes 
5 capables de se lier aux proteines constituantes ou 
associees aux elements du cytosquelette tels qu 1 identifies 
par une methode de criblage, 'comprenant la mise en contact 
de ces composes avec lesdites proteines, dans des 
conditions permettant 1 1 etablissement d'une liaison lorsque 
10 la proteine, MAPi par exemple, est un recepteur pour le 
compose. 1 

■ L' invention vise tout particulierement 1 ' utilisation de 
tels composes pour la fabrication de medicaments pour le 
15 traitement de pathologies impliquant ces proteines. 

Les composes utilisables selon 1 1 invention pour -la 
fabrication de medicaments sont plus specialement des 
hormones ■- steroldes, (ce terme etant utilises dans^, la 
20 descriptions et^ les=*-. revendi cat ions - pour?-* 1 cauvar±x*r* leu<rs 
conjugues-/^ common les-"- esters • sulfates/ ou :? les- esters 
. d'acides gras) , leurs precurseurs, leurs metabolites, 
libres ou conjugues, ainsi que leurs analogues, steroidiens 
ou non steroidiens. 

25 

Comme precurseur d' hormones steroldes, on citera en 
particulier la pregnenolone ou ses esters, notamment le 
sulfate de pregnenolone (PREGS), pour lesquels aucun 
recepteur intracellulaire n ? a ete identifie a ce jour. 

30 

Les analogues sont des agents pharmaceutiques capables 
d'augmenter la formation des microtubules, de les 
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stabiliser dans les conditions donnees dans les exemples en 
rapport avec PREG, d'entrer en competition avec PREG pour 
la liaison a MAP C et de passer la barriere hemato- 
encephalique en demeurant si possible sequestres dans le 
5 systeme nerveux ( 9, 10, 11) . 

lis comprennent des . composes polycycliques, naturels ou 
enantiomeriques, eventuellement en melanges, leurs 
sulfates, ou leurs derives lipidiques. 
10 ' 

En tant que produits . nouveaux, l f invention vise les 
produits d' addition et/ou de. substitution elabores a partir 
desdits composes d' une part et des proteines constituantes 
ou associees aux elements du cytosquelette d' autre part. 

15 

L 1 invention vise notamment les produits de couplage 
steroides - proteines associees - microtubules, -en 
particulier, steroides - MAP 2 , le cas echeant sous forme 
copolymerisee a la tubuline, ou steroides - proteines tau 
20 sous forme copolymerisees a la tubuline . 

L 1 invention vise egalement 1 1 utilisation de proteines 
constituantes ou associees aux elements du cytosquelette 
comme recepteurs de composes tels que definis ci-dessus. 

25 

L 1 action exercee par ces composes sur la polymerisation et 
la stabilisation des structures du cytosquelette, comme 
illustre dans les exemples, leur confere un grand interet 
pour fabriquer des medicaments. 

30 

L f invention vise done 1 1 utilisation desdits composes pour 
fabriquer des medicaments capables de se- lier 



WO 01/68068 



BNSDOCID: <WO 01 68068 A2_l_> 



WO 01/68068 PCT/FROI/00816 

7 

specif iquement a des proteines constituantes ou associees 
aux elements du cytosquelette a localisation cytoplasmique 
ou nucleaire pour le traitement de pathologies avec 
dysf onctionnement de ces proteines. 

5 

Elle vise notamment 1 1 utilisation desdits composes pour 
fabriquer des medicaments pour le traitement du systeme 
nerveux, systeme nerveux central ou systeme nerveux 
peripherique. De tels medicaments permettent notamment de 
10 stimuler la dif f erenciation/maturation des neurones. 

L' invention vise en particulier la fabrication de 
medicaments administrates sous forme orale, en vue du 
traitement du systeme nerveux central, ou sous forme 
15 injectable, pour une administration par la voie generale ou 
in situ. 

D'autres formes d 1 administration entrent dans le cadre de 
1 1 invention,, comme- les solutions retard ou les pre-drogu.es 
20 avec . ccm|ug^i so^ , pa^exemple a- un acide^grasv*. 

Pour augmenter la biodisponibilite, il est egalement prevu, 
selon 1' invention, d'utiliser les principes actifs sous 
forme de derives appropries, tels que les esters d'acides 
25 gras. 



Dans ces applications, les medicaments fabriques 
conformement a 1 ! invention sont avantageusement utilises en 
association avec des facteurs de croissance (NGF) et/ou des 
30 regulateurs cellulaires, comme l 1 interferon ou les 
cytokines . 



BNSDOCID: <WO 01 68068 A2J_> 



WO 01/68068 PCT/FR01/00816 

8 

Des applications de grand interet comprennent la prevention 
ou le traitement d 1 affections telles que la maladie 
d f Alzheimer, les demences d'origine vasculaire, les 
consequences de traumatismes et d' accidents vasculaires au 
5 niveau du systeme nerveux et les maladies neuro- 
degeneratives. 

L' invention vise egalement la fabrication de medicaments, a 
l'aide desdits composes, pour lutter centre le 
10 vieillissement des cellules nerveuses, ou de tout autre 
type cellulaire .con-tenant des MAP S , comme les cellules 
epitheliales, les cellules thyroidiennes, ou des glandes 
endocrines, steroidogenes notamment . 

15 Dans ces applications pour le traitement du systeme nerveux 
et du vieillissement des cellules, lesdits composes peuvent 
etre utilises en association avec des composes a effet 
stabilisateur du cytosquelette, tel que le Taxol® et le 
Taxotere®. 

20 

Dans la mesure ou les deux types de molecules, composes 
steroides ou analogues steroidiens ou non steroidiens, 
d f une part, Taxol® ou Taxptere® ou equivalent, d' autre 
part, ont un effet stabilisateur des microtubules, il est 
25 possible d'envisager un phenomene de synergie si les deux 
medicaments sont utilises simultanement . Dans ce cas les 
doses des deux medicaments requises pour une bonne 
efficacite seront tres inferieures a celles requises 
lorsque les medicaments sont donnees en monotherapie . 

30 

Selon un autre aspect de grand interet de 1' invention, les 
medicaments ci-dessus sont utilisables pour le traitement 
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de cancers, en association avec des agents anticancereux, 
et permettent de moduler l'effet de ces derniers, en 
particulier en cas de chimio-resistance . 

5 De telles associations avec des agents a tropisme 
microtubulaire sont en effet susceptibles de potentialiser 
les effets respectifs des produits. 

Dans ces differentes applications, les composes mis en 
10 oeuvre sont associes aux vehicules pharmacologiquement 
acceptable appropries pour la forme galenique choisie. Les 
doses unitaires sont de I'ordre de 100 a 500 mg et les 
doses quotidiennes de I'ordre de 500 mg a 1 g pour une 
administration par voie generale, cette dose etant reduite 
15 pour une administration in situ. 

D'autres caracteristiques et avantages de l f invention sO'nt 
donnes dans la description qui suit , avec reference aux 
figures: ! a 7, qui se rapportent , respectivement,. 

20 

- la- figure -1,; a^la liaison a l f equilibre de - PREG'-[ 3 H1- a -d U 
cytosol de cerveau foetal, 

- la figure 2, a la chromatographie de cytosol de cerveau 
25 foetal par FPLC sur colonne echangeuse d'ions Mono Q, 

- la figure 3, a la chromatographie des pics Mono Q par 
FPLC sur une colonne de gel filtration Superose 12, 

30 - la figure 4, a 1 1 immunoblot du cytosol et des fractions 
de l f un des pics eluees des colonnes d'echange d'ions et de 
gel filtration, 
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- la figure 5, la liaison a l'equilibre de PREG [ 3 H] a MAP 2 
purifiee, complexee ou non a de la tubuline purifiee, 

- la figure 6, aux cinetiques d 1 assemblage de microtubules, 
5 . et 

- la figure 7, a 1 1 immunocytochimie de neurones de cerveau 
de rat foetal . 

10 1 - Materiel s et methodes 

Animaux 

On utilise des rats Sprague -Dawley de l'elevage Janvier 
(Le Genest St Isle, France) . Les rats sont soumis a une 
15 alternance lumiere-obscurite de 12 h (lumieres a 8 h) a 20 
°C et nourris a satiete. 

Les femelles pleines (le matin apres 1 1 accouplement est 
designe par EO) sont hebergees dans l. f animalerie au moins 7 
20 jours avant le sacrifice a E18. On utilise aussi des males 
adultes de 60 a 70 jours. 

Les cerveaux de veau utilises sont debarrasses de meninges 
* et des gros vaisseaux sanguins . lis sont conserves dans une 
25 solution saline isotonique glacee. 

Les animaux sont traites en conformite avec les 

dispositions de la Directive du Conseil de I 1 Union 

Europeenne du 24 novembre 1986 (86/609/EEC) . 

30 
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Materiels 

- Steroides : 

La PREG [7- 3 H] (22,5 Ci/mmole) utilisee est un produit 
5 commercialise par NEN (Boston, MA, EUA) . 



La. progesterone, le sulfate de pregnenolone, la 
testosterone, la corticosterone, l'acetonide de 
triamcinolone, la 17a-OH PREG, la 17a-OH progesterone et 
10 le cholesterol sont des produits Sigma-Aldrich (St Quentin 
Fallavier, France) 

- Enzymes : 

15 La proteinase K (Merck, Darmstadt Allemagne) et la Pronase® 
(Roche Molecular Biochemicals, Meylan, France) sont 
dissoutes a 1 mg/ml dans du tampon TNM contenant lOmM de 
Tris, 0,1M de NaCl, 3mM de MgCl 2 (pH 7,4). La 
deoxyribonuclease- I et la ribonuclease A sont des*- produits 

20 Sigma-Aldrich et- sont. ajustes,: respectivemen^ , a^lQ0-UR<ml 
et 5 ur/ml, v La,.** phgspholipase A2 (Roche Molecular 
Biochemicals) est diluee a 20 Ul/ml dans du TNM . 

- Anticorps : 

25 

L f anticorps monoclonal anti-a-tubuline N-356 est un produit 
Amersham Pharmacia Biotech (Freiburg, Allemagne) . 
L 1 anticorps monoclonal 152 est un anticorps produit par 
l'un des inventeurs qui reagit specif iquement avec une MAP2 
30 de poids moleculaire eleve. 
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Les differents anticorps sont dilues dans du PBS contenant 
3%' de BSA. 

Methodes 
5 . Preparation du cytosol 

i 

On recupere des cerveaux foetaux, dont on enleve les 
meninges et on les soumet a un ringage avec un tampon 
d'homogeneisation a 4°C, [lOmM de Tris-HCl, a pH 8,5 
10 contenant ' 1, 5 mM d'EDTA, ImM de dithiothreitol, 10% de . 
glycerol, un melange d T inhibiteurs de protease Complete 
(Roche Molecular Biochemical), dit tampon TEDG] 

Les cerveaux de rats males adultes sont recuperes apres 
15 perfusion avec du PBS contenant 2 Ul/ml d'heparine. Les 
cerveaux sont peses et homogeneises avec 4 vol. de tampon 
d'homogeneisation, dans des homogeneiseurs Potter 
verre/Teflon R , et centrifuges a 800 g pendant 10 min. 

20 Le surnageant est alor.s centrifuge a 100 000 g pendant 1 h 
a 4°C. Les echantillons sont utilises immediatement pour 
les essais ou sont stockes dans de l 1 azote liquide jusqu'au 
moment de leur utilisation. 

25 Les concentrations en proteines sont determinees a l f aide 
du kit Bio-Rad (Bio-Rad, Hercules, .Canada) avec de la BSA 
comme standard de reference. 

. Constantes de liaison a l'equilibre 

30 

Juste avant l'essai de liaison, chaque echantillon est 
purifie avec une suspension de dextran-charbon et des 
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prelevements de 2 ml de surnageant (cytosol purifie) sont 
ajoutes dans une serie de tubes contenant la PREG [ J H] a 
raison de 1 a 500 nM, avec ou sans steroide non marque en 
exces de 1000 fois. 

5 

Les tubes sont mis a incuber a 45°C pendant 30 min. La 
separation du steroide lie et du steroide libre a ete 
realisee sur une minicolonne de Sephadex LH-20® (Mersham 
Pharmacia Biotech) . 

10 

Le comptage de la radioactivite dans les flacons a ete 
effectue dans un spectrometre a scintillation liquide avec 
correction de 1 ' attenuation (Tri-carb 2100 TR®, Packard). 

15 . Nature du composant liant la pregnenolone 

I ml de cytosol de cerveau est mis a incuber avec 0,2 ml 
d'une solution d' enzyme a 37°C pendant 30 min. On. etudie 

I I actiyite - de-; liaison, des . echantillons- (0,2- ml ) ayant'- subi 
20 le traitement ;-: en-zymatique- - ou-., des - echantillon^— temoins 

di lues,, avec le tampon seul . 

. Essais de competition 

25 Dans les essais de competition entre la pregnenolone et 
dif f erents steroldes pour la liaison etudiee, on fait 
incuber 0,2 ml de cytosol avec 100 nM de PREG [ J H] et un 
exces de 1, 10, 100 et 1000 fois en steroide non 
radioactif . 

30 
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. Chromatographie d'echange d' anions 

Le systeme FPLC (Amersham Pharmacia Biotech) a ete equipe 
d'une colonne echangeuse d 1 anions (5ml Econo-Pac High Q, 
5 Bio-Rad) • 

La colonne a 6te equilibree avec un tampon TEDG contenant 
0,03% de CHAPS et 100 nM de PREG (tampon TEDGCP) a 4°C. 

10 Le cytosol (20 ml, 60 mg de proteine). est applique et elue 
a une vitesse de 1 ml/min avec le tampon TEDGCP pendant 20 
min. 

On recueille des fractions de 2ml. On applique alors un 
15 gradient lineaire de NaCl dans TEDGCP pour atteindre une 
concentration de NaCl 1M apres 30 min., suivi de 
1 1 application isocratique de NaCl 1 M dans un tamp-on 
TEDGCP . 

20 Les fractions appropriees sont reunies ; les sels sont 
elimines par passage a travers des minicolonnes de 
dessalage Hi Trap® (Amersham Pharmacia Biotech) . 

- Gel filtration 

25 

On equilibre la colonne Superose 12® (1 x 30 cm, Amersham 
Pharmacia Biotech) avec du tampon TEDGCP contenant 0,15 M 
de NaCl, a 4°C. 

30 Le debit est ajuste a 0,25 ml/min. et on recueille des 
fractions de 0,4 ml. 
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- Controle de la purification des proteines 

A chaque etape de purification, on incube les fractions 
collectees avec la PREG [ 3 H] 100 nM en 1 1 absence ou avec un 
5 exces de 100 fois de PREG non radioactive. On determine 
alors la liaison saturable. 

- Western blots 

10 Du cytosol brut et des echantillons partiellement purifies 
(10 lag de proteine) sont separes par SDS-PAGE a 10%, puis 
transferes sur des membranes de nitrocellulose. Les 
membranes sont bloquees par incubation dans 5% de lait 
ecreme contenant 0,1% de Tween 2 0®, ajoute a un tampon 

15 Tris® (Tris 10 mM, NaCl 50 nM, EDTA 2 iriM, pH 8,8), pendant 
1 h, a temperature ambiante . Tous les lavages sont 
effectues dans du tampon Tris contenant 0,1% de Tween 20® 
(tampon TNT)-. Les membranes sont ensuite mises a* incuber 
avec des.;: anticorps ■•• ant i - tubul ine- ( 1 : 2000):, ou*;^ des 

20 anticorps monoclonaux anti-MAP2^ (1 : 1000) , a 4 °C," pendant 
14 h environ: 

L 1 incubation avec un anticorps secondaire anti-IgG de 
souris [fragment F(ab')2]/ couple a la peroxydase, 1/10000, 

25 (Pierce, Rockford, 111., EUA) est realisee dans un tampon 
TNT contenant 5% de lait, pendant 45 min., a temperature 
ambiante. Le signal est detecte par un systeme de 
chimioluminescence ECL (Amersham Pharmacia Biotech) , avec 
un film Kodak Y-Omat, en suivant les instructions du 

30 fabricant. 
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- Preparation des proteines de microtubules 

Les cerveaux de veau sont laves 2 fois dans un tampon L 
(MES 0,1 M, EGTA 1 mM, EDTA 0,1 mM, MgCl 2 1 mM, 
'5. dithiothreitol 1 mM et PMSF 1 mM, pH 6,4). 

On prepare les microtubules a partir de cerveau de veau ou 
de cerveau de rat adulte ou foetal selon un procedS 
d f assemblage/ desassemblage, en.fonction.de la temperature, 
10 in vitro '(12) . 

La tubuline de veau est purif iee selon le protocole de 
Weingarten et * al (13), mais l'etape utilisant la 
phosphocellulose est remplacee par une chromatographic sur 
15 colonne d'echange de cations (Fractogel Merck) (14). Les 
microtubules et la tubuline sont prepares dans le tampon L, 
supplements par 1 mM de GTP (tampon A) . 

Les proteines tau et MAP; sont purifiees selon le protocole 
20 de Fellous et al (12) par denaturation des microtubules par 
la chaleur et gel filtration sur colonne, le Sephacryl 300® 
etant utilise a la place de" l'Ultrogel ACA 34. Les 
proteines tau sont ensuite encore purifiees selon la 
methode de Lindwall et Cole (15). 

25 

- Mesure de 1 T assemblage des microtubules 

Cet assemblage est mesure en controlant les augmentations 
de turbidite avec un spectophotometre UVICON® (Kontron 
30 Instruments, Mont igny-le-Bretonneux, France) . 
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- Culture des neurones 

On procede a des cultures primaires de neurones de foetus 
E17 selon El-Etr et al (16) . Brievement, cette methode 
5 consiste a etaler les cellules dissociees (200 000 
cellules/cm 2 ) sur des lamelles de verre recouvertes de 
poly-l-ornithine et raises en culture dans un milieu 
completement defini dans 5% de C0 2 a 37 °C. Les conditions 
de culture utilisees permettent d'obtenir une population 
10 neuronale pratiquement pure. 

2 4 h apres 1 1 ensemencement , on ajoute de la pregnenolone 1 
micromolaire (concentration finale d'ethanol 0,01%) ou le 
solvant seul et on poursuit les cultures pendant 2 jours. 

15 Les cellules sont fixees dans du paraformaldehyde a 4%, 
puis congelees a -80°C. En temps utile, elles sont 
rehydratees par des passages de 5 min dans de 1 1 ethanol" a 
des concentrations de 100, 90 et 70%. Apres 2 lavages dans 
du PBS, pendant 5 min, les cellules sont incubees. dana^du 

20 PBS-r contenant. 3%- de^ BSA et 0,1% de- Triton^ X100®f. a 
temperature ambiante, ,. pendant 1 h. 

Apres 4 lavages dans du PBS, les cellules sont mises a 
incuber a 37 °C pendant 1 h, puis a 4°C pendant environ 14 
25 h, en presence soit d'anticorps monoclonal anti~a-tubuline 
dilue a 1/2000 ou d'anticorps monoclonal anti-MAP2 dilue a 
1/1000 ou d 1 antiserum anti-double cortine dilue a 1/300. 

Apres 3 lavages dans du PBS, on ajoute l f anticorps 
30 secondaire a temperature ambiante, pendant 45 min. II T agit 
soit d'IgG de lapin [fragment F(ab'):»] anti-Ig de souris 
conjugue a de la biotine, dilue a 1/350 (Roche Molecular 
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Biochemicals) ou d'IgG anti-lapin biotinylee, diluee a 
1/300 (Boehringer) . 

Apres 3 lavages, le complexe d 1 amplification peroxydase- 
5 streptavidine (Dako, Danemark) est ajoute pendant 30 min a 
temperature ambiante. 

Les cellules sont lavees et le substrat AEC (amino-ethyl- 
carbazole, Sigma-Aldrich, Saint-Quentin Fallavier, France) 
10 est depose sur les cellules pendant 15 min. La reaction est 
arretee par addition d'eau distillee. Les cellules sont 
contre colorees avec de 1 1 hematoxyline et montees sur 
Glycergel®- 

15 - Microscopie electronique 

Apres polymerisation des microtubules induite par MAP 2 "en 
l f absence ou en presence de la substance a tester, une 
partie aliquote de 1 1 echantillon experimental est deposee 
20 sur une grille hydrophile (300 mesh) revetue de carbone, 
Les grilles sont traitees par une solution aqueuse 
d 1 acetate d'uranyle a 1%. Les observations sont effectues 
avec un microscope electronique Philips CM12. 

25 - Analyses statistiques 

Les donnees de liaison a l^quilibre sont analysees avec le 
programme Mac Ligand, adapte de Munson et Rodbard (17). Les 
courbes sont tracees avec le logiciel kaleidograph TM 3 . 0 
30 (Abelbeck software, Ritme Inf ormatique, Paris) . 
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2 - Resultats 

Sites cie liaison de la pregnenolone dans le cerveau de rat . 

5 Les echantillons de cytosol (0,2 ml, 2,5 mg de- ' 
proteine/ml) , prealablement desteroides par adsorption sur 
charbon/dextran, sont mis a incuber avec des concentrations 
croissantes en PREG [ 3 H] dans un tampon TEDG a pH 8,5, £ 
4 0°C, pendant 30 min. 

10 

Le sterolde lie est separe par gel filtration sur Sephadex 
LH20® a 0-4 °c. Les constantes de liaison sont determinees 
avec le programme Mac Ligand. 

15 La figure 1 represente un diagramme de Scatchard de la 
liaison specif ique. 

On observe une constante Kd de 31,0 ±0,8 nM et- une 
concentration maximale des sites de liaison (Braax). de 1, 2 ± 
20 0, 1 pmol/mg- .de proteine (moyenne ± erreur - type, n = -3) . 

Pour etudier les effets d 1 enzymes hydrolytiques sur la 
liaison de la PREG [ 3 H] , on a utilise des echantillons de 
1 ml de cytosol incubes avec 0,2ml d'une solution d 1 enzyme, 
25 a 37°C, pendant 30 min. Les resultats obtenus, exprimes en 
% de l f incubation temoin (cytosol dilue dans du tampon) 
sont rapportes dans le tableau 1 (moyenne ± ecart - type 
(n-3J). 
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TABLEAU 1 



Enzyme 


Concentration/ml 


% de temoin 


Proteinase K 


0, 17 mg 


42,2 ± 7,5 


Pronase 


0,17 mg 


40, 5 ± 5, 7 


Deoxyribonuc lease 1 


17 UI 


99, A ± 12, 7 


Ribonuclease A 


0, 8 UI 


82,4 ± 9,2 


Phospholipase A2 


33 UI 


85,0 ± 7,3 



On constate- que les sites de liaison de la PREG [ 3 H] sont 
5 detruits a raison d 1 environ 60% par la proteinase K et la 
Pronase*. Au contraire, on n 1 observe pas d'effet 
significatif avec la DNAase, la RNAase et la phospholipase 
A2. 

10 Pour etudier la specificite de la liaison de la PREG [ 3 H]- , 
differents steroides ont ete utilises - 

On a determine les index de competition relative en tant 
que rapports des concentrations du competiteur (en 
15 denominateur ) versus PREG entrainant une diminution de 50% 
de . la. liaison specifique de PREG [ 3 H] x 100 (moyenne ± 
ecart - type, n = 3) . Les resultats sont donnes dans le 
tableau 2. 
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TABLEAU 2 



Steroldes 


R.C.R 50 


Pregnenolone 


100 


Sulfate de pregnenolone 


78, Q ± 1,0 


Progesterone • 


12, 1 ± 17, 7 


A3 irregneiie op / ^vjul uiu± 


68, 4 ± 15, 3 


3P-hydroxy-5a-pregnane 20 -one 


1 R A 4- A H 


Testosterone 


5,6 ± 2,8 


i 

Dehydroepiandrosterone 


4,3 ± 2,6 


Estrone 


4 , 4 


Corticosterone 


2, 8 


Androstenediol 


I/ 7 


Estradiol 


i, 3 


Acetonide de triamcinolone 


1 


17oc-hydroxy-pregnenolone 


0, 85 


17a-hydroxy-proge ; sterone 


0, 79 


Sulfate de^vDHEA,^ 


0, 045 • 


Cholesterol^ 


0, 02. < 



On constate que les meilleurs competiteurs pour la liaison 
5 de PREG [ 3 H] sont le sulfate de pregnenolone, la 
progesterone, et le A5-pregnene-3p, 20a-diol ( 20a-dihydro- 
pregnenolone) . 



Un autre steroide, possedant une structure similaire a la 
10 PREG, a savoir la 3p-hydroxy-5a-pregnane-20-one (5a- 
dihydro-PREG) se revele egalement un competiteur efficace, 
bien que 5 fois moins actif que PREG. 
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Parmi les autres ' steroides testes, la DHEA est un faible 
co'mpetiteur . et le sulfate de DHEA a un effet pratiquement 
negligeable . 

5 Les structures preferees sont des steroides en C-21 avec un 
groupe cetone ou un groupe alcool en positions 3 et 20 et 
un cycle A ou B insature conferant une structure plus plane 
au squelette du steroide. 

D' autres essais realises, avec des cerveaux de rat adulte 
10 donnent des resultats du meme ordre, montr.ant que le 
cerveau contient un composant liant la PREG, avec des 
constantes de liaison similaires a celles du cerveau foetal 
(Kd = 50,7 nM, Bmax = 0,75 pmol/mg de proteine) . 

15 Purification de la proteine de liaison du cytosol 
. Chromatographie sur colonne Mono Q 

Les sites de liaison de la pregnenolone sont elues a 1 1 aide 
d'une colonne echangeuse d'ions Mono Q @ - 60 mg de proteines 

20 cytosoliques dans un tampon TEDGCP sont charges sur la 
colonne et elues avec un gradient de NaCl. On recueille des 
fractions de 2 ml. On rapporte sur la figure 2 la liaison 
saturable de PREG [ 3 H] PREG . (dpm x 10^) (-o-) et la 
concentration de. proteines (mg/ml) ( 0 ) dans chaque 

25 fraction. 

Les fractions du pic A (fractionsl7 a 19 : 4,5 mg de 
proteine) et celles du pic B (fractions 23 a 25 : 1,1 mg de 
proteine) sont reunies separement . Les sels des 2 fractions 
30 sont elimines et les fractions sont concentrees et soumises 
a une gel filtration. 
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. Chromatographie sur Superose 12 ® 

Les pics A et B sont filtres sur une colonne Superose 12® 
(elution avec le tampon TEDGCP contenant 0,15 M de NaCl) . 

5 

On recueille des fractions de 0,4 ml. On mesure la liaison 
specifique de PREG [ J H] sur chaque fraction de la colonne 
calibree avec des marqueurs de poids nucleaire. On rapporte 
les resultats obtenus sur la figure 3 qui donne, pour 
10 chaque fraction, la liaison saturable de PREG [ J H] (-o-) en 
dpm x 10~ 4 et la concentration des proteines en mg/ml 

( A ) . On note la presence de 2 pics de 40-60 kDA 

(fraction A) et de plus de 440 kDa (fraction B) . 

15 La presence d f un composant a tres haut poids moleculaire 
suggere que la proteine de liaison du cytosol pourrait etre 
une proteine de tres haut moleculaire associee aux 
microtubules, qui sont des constituants majeurs-s du 
cytoplasme.. neuronal . 

20 

II convenait de verifier la presence dans la fraction A de 
composants du systeme microtubulaire . A cet effet les pics 
de liaison de la PREG ont ete soumis a une SDS-PAGE, suivie 
d'un immunoblot. On rapporte sur la figure 4 1 1 immunoblot 
25 du cytosol et des fractions du pic A eluees des colonnes 
d'echange d'ions et repassees sur colonne de gel 
filtration. La piste 1 correspond au cytosol brut ; la 
piste 2 a la fraction A Mono Q® ; la piste 3 a la fraction 
A soumise a une nouvelle chromotographie sur Superose 12®. 

30 
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10 yg de proteine sont deposes sur les pistes 1 et 2. La 

quantite de proteine dans la piste ■ 3 est inferieure au 
seuil de detection. 

5 On constate que les proteines qui reagissent 
immunologiguemeht avec les anticorps anti-MAP2 et anti- 
tubuline (a et P) ont ete enrichies dans ces preparations 
partiellement purifiees, et ce en proportion compatible 
avec 1' augmentation d'activite de liaison specif ique. Le 
10 faible poids moleculaire des polypeptides reconnus par les 
anticorps anti-MAP- suggere que des cassures de la (des) 
proteine (s) MAP: de 300 (ou 70) Kd se sont produites durant 
la purification de la proteine cytosolique. 



15 
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Liaison de PREG [ 3 Hj a des microtubules de c erveau de rat 
purif ie . 

On a determine la liaison de la PREG [ 5 H] aux microtubules 
prepares par des cycles de polymerisation/depolymerisation . 

Les microtubules foetaux ont une constante Kd pour PREG 
[ 3 H] de 42,9 nM et une Bmax de 3,7 pmol/mg de proteine, ce 
qui represente un enrichissement de 3 fois par rapport au 
cytosol de cerveau foetal. 

La specificite du ligand apparait inchangee [RCR : 
PREG(IOO) > PREGS (78,8) > PROG (72,1) » Testosterone 
(5,6) > DHEA (4,3) >estradiol (1,3)]. 

30 Les microtubules adultes ont une constante Kd pour PREG 
[ 3 H] de 54,8 nM et une Bmax de 3,4 pmol/mg de proteine, ce 
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qui represente un enrichissement de 4/5 fois compare au 
cytosol de cerveau adulte. 

Activities de liaison de la pregnenolone a MAP:, a la 
5 tubuline et a la proteine tau purifiees. 

On fait incuber de la tubuline de cerveau de veau purifiee 
(90 yig/ml), de la MAP 2 (45 ug/ml) ou de la proteine tau 
(25 ug/ml) avec PREG [ 3 H] lOOnM sans ou avec un exces de 
10 1000 fois de PREG non radioactive. 

On constate que ni la tubuline, ni la proteine tau, ni 
1'IgG de lapin ne lient PREG [^H] d f une maniere saturable. 

15 Au contraire, la fraction MAP: montre des sites de liaison 
specif iques qui augmentent lorsqu'on procede a une co- 
incubation avec de la tubuline. 

Les constantes. de-- liaison a l'equilibre. de MAP* de. veau 
20 purifiee ^son4iv/.les^ r sui-vants .. : Kd-39,-2. nM^V- Bmax^.="- 1 6pnjol/mg 
de MAP 2 ;< alors qu§^ ? celles_ des copol ymeres MAP 2 - tubuline 
sont : Kd=44,0 nM, Bmax=135 pmol/mg de MAP 2 . 

II apparait done que la liaison de MAP 2 a la tubuline ne 
25 modifie par l'af finite de la PREG, mais augmente au 
contraire la concentration des sites de liaison de plus de 
8 fois. 

Sur la figure 5, on rapporte les valeurs B/U en fonction de 
30 B en nM, (-o-) representant la liaison a l'equilibre de 
MAP2 de cerveau de veau purifiee et (-0-) , la liaison a 
l ! equilibre de MAP 2 de cerveau de veau purifiee associee a 
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de la tubuline purifiee de cerveau de veau (pour les 
details experimentaux, voir la figure 1) . 

La concentration molaire des sites de liaison est de 1.4 nM 
5. et celle de MAP-, en se basant sur un PM moyen de 200 000, 
d 1 environ 200 nM.. 

On constate done que moins de 10% des molecules de MAPc 
peuvent se .lier a PREG [*H] . 

10 

Le remplacement du tampon A par le tampon TEDG n'influe pas 
sur les constantes de liaison de la pregnenolone a 
1 ' equilibre . 

15 La. specificite de liaison des steroides aux copolymeres de 
MAP2-tubuline est tres proche de celle des microtubules 
foetaux [RCR : PREG (100) > PREGS (91,5) > PROG (81,3) ">> 
estradiol (3,2) > Testosterone et DHEA (2,3)]. 

20 Effets des steroides sur les cinetiques d f assemblage des 
microtubules 



Les microtubules sont reconstitues in vitro avec de la 
tubuline purifiee (1 mg/ml) et MAP 2 (0,05 mg/ml) dans du 
25 tampon A. 

L f augmentation d'absorbance est mesuree a 345 run, a 37°C et 
enregistree toutes les 30 sec. pendant 15 min. 



30 



Les resultats sont donnes sur la figure 6. 
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L T assemblage des microtubules est mesure soit en l 1 absence 
de steroides (-0-) , soit en presence de 500 nM de steroide 
: PREG (- -)/ progesterone (-X-), estradiol (-V-) , soit 
en presence a la fois de PREG et de progesterone (-o-) ou 
5 de PREG et d* estradiol (-A-) , chacun a une concentration de 
500 nM. 

L f augmentation de 1 T absorbance a 345 nM montre que la PREG 
induit une forte augmentation a la fois de la vitesse et de 

10 l'etendue de l 1 assemblage de la tubuline. L' estradiol, qui 
ne se lie pas a MAPc, est inactif. Cependant, la 
progesterone, qui montre une affinite pour MAP 2 du meme 
ordre que celle de la PREG, est egalement sans effet. 
Contrairement a 1' estradiol, elle contrecarre 1' effet 

15 stimulateur de la PREG sur 1' assemblage des microtubules. 
Le sulfate de PREG a des effets semblables a celles de la 
progesterone . 

Analyse, par microscopie . electronique 

20 

On a procede-. a 1 1 analyse : .;-des . microtubules^ polymerises, en 
presence de PREG pour verifier leur aspect. 

En presence de MAP- de cerveau de veau, la tubuline de 
25 cerveau de veau s ? assemble en microtubules d'apparence 
normale, c'est-a-dire caracterises par une conformation 
remarquablement constante et un diametre uniforme. La 
structure des microtubules reste completement normale 
lorsque MAP 2 induit la polymerisation de tubuline en 
30 presence de 500 nM de PREG. 
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Effets de la pregnenolone sur les cultures neuronales 

On etudie les neurones de cerveau de rat f oetaux par 
immunocytochimie apres 3 jours de culture. Les resultats 
5 sont donnes sur la figure 7 oil A, C, E correspondent a une 
culture temoin de 3 jours/ B, D, F, a 1' addition de 
pregnenolone 1 les 2 derniers jours de culture. Dans A 

et B, on ajoute un anticorps monoclonal anti ot-tubuline, 
dans C et D, un anticorps polyclonal anti-doublecortine et 
10 dans E et F, un anticorps monoclonal anti-MAP 2 . 

La coloration avec les anticorps monoclonaux anti-a 
tubuline ou anti-doublecortine ne montre aucune difference 
entre les cultures temoins et les cultures exposees a de la 
15 pregnenolone 1 pM pendant 2 jours. Au contraire, 
1" exposition a la pregnenolone augmente 1 1 immunomarquage de 
MAP 2 des corps cellulaires et induit son extension aux 
neurites proches (voir les fleches) . 

20 Etude de la capacite competition de divers composes avec la 
pregnenolone 

On rapporte dans le tableau ci-apres les resultats 
obtenus avec 11 derives de steroides. 
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Les resultats montrent que. les steroldes testes se lient au 
meme site que la PREG sur les proteines constituantes ou 
associees aux elements du cytosquelette . 
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REVEND I CATIONS 

1/ Composes non toxiques, capables cie passer la barriere 
hemato-encephalique caracterises en ce qu'ils sont capables de 
lier le meme site que la pregnenolone sur les proteines 
constituantes ou associees aux elements du cytosquelette et de 
5 deplacer la pregnenolone- liee a MAP : , ainsi que d'influer sur 
1 T assemblage et la stabilisation des microtubules. 

2/ Produits d' addition elabores a partir des composes selon la 
revendication 1 ou de steroides d'une part, et des proteines 
10 constituantes ou associees aux elements du cytosquelette 
d' autre part. 

3/ Produits d f addition selon la revendication 2, caracterises 
en ce qu'il s'agit de steroides - proteines associees - 
,15 microtubules, notamment de steroides - MAP 2 , le cas echeant 
sous forme copolymer isee a la tubuline, ou de steroides 
proteines tau sous forme copolymerisees a la tubuline. 

4/ Utilisation de proteines constituantes ou associees aux 
20 elements du cytosquelette comme recepteurs de steroides ou de 
composes selon la revendication 1. 

5/ Utilisation de steroides ou de composes selon la 
revendication 1, pour la fabrication de medicaments pour le 
25 traitement de pathologies impliquant les proteines 
constituantes ou associees aux elements du cytosquelette. 

6/ Utilisation selon la revendication 5, caracterisee en ce 
que le steroide est la pregnenolone ou son sulfate. 

30 
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7/ Utilisation selon la revendication 5 ou 6, pour fabriquer' 
des medicaments pour le traitement du systeme nerveux, systeme 
nerveux central ou systeme nerveux peripherique . 

5 8/ Utilisation selon la revendication 7, caracterisee en ce 
que les medicaments se presentent sous forme orale en vue du 
traitement du systeme nerveux, ou sous forme injectable/ pour 
une administration par la voie generale ou in situ, ou encore 
sous forme de solutions retard ou de pre-drogues avec 
10 conjugaison, par exemple, a un acide gras . 

i 

9/ Utilisation selon la revendication 7 ou 8 pour fabriquer 
des medicaments pour la prevention ou le traitement 
d f affections telles que la maladie d f Alzheimer, les demences 
15 d'origine vasculaire, les consequences de traumatismes et 
d 1 accidents vasculaires au niveau du systeme nerveux et les 
maladies neuro-degeneratives . 

10/ Utilisation selon la revendication 5 ou 6, pour fabriquer 
20 des medicaments : pour- lutter contre- le vie 11 is semens des 
cellules*, nerveuse-sv ou^. de-.., toute , autre ■ type^v ceilulaire- 
contenant des.;, MAP S -, comme.,, les., : cellules epi theliales, ... les 
cellules thyroldiennes, ou des glandes endocrines. 

25 11/ Utilisation selon l l une quelconque des revendications 7 a 
10 en association avec des composes a effet stabilisateur du 
cytosquelette, tel que le Taxol®. 

» 

12/ Utilisation selon la revendication 5 ou 6, pour fabriquer 
30 des medicaments pour le traitement de cancers, en association 
avec des agents anticancereux . 
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SUITE DES RENSEIGNEMENTS INDIQUES SUR PCT/ISA/ 210 



Suite du cadre 1.2 



Les revendications 1-5,12 presentes ont trait a une tres grande variete 
de composes (revendications 2-5 et 12) et/ou a des composes definis en 
faisant reference a une/des caracteristiques ou propriete(s) 
souhaitable(s) (revendication 1). Les termes "proteines constituantes ou 
associees aux elements du cytosquelette" , "composes non toxiques" ou 
"steroides" (revendications 2-5,12) contiennent tant d'options, de 
variables, de permutations possibles et la revndication 1 couvre tant de 
produits que le manque de clarte (et/ou de concision) au sens de 
1 'Article 6 PCT qui s'en suit, est d'une importance telle qu'une 
recherche significative de Vobjet des revendications devient impossible. 

Par consequent, la recherche a ete effectuee pour les parties de la 
demande qui apparaissent etre cl aires (et/ou concises), fondees et 
suff isament exposees, c'est a dire sur les composes mentionnes en page 13 
lignes 7-12 et la pregnenolone (exempl ifiee) . 

L'attention du deposant est attiree sur le fait que les revendications, 
ou des parties de revendications, ayant trait aux inventions pour 
lesquelles aucun rapport de recherche n'a ete etabli ne peuvent faire 
obligatoirement I'objet d'un rapport preliminaire d'examen (Regie 66.1(e) 
PCT). Le deposant est averti que la ligne de conduite adoptee par TOEB 
agissant en qualite d'administration chargee de I'examen preliminaire 
international est, normal ement, de ne pas proceder a un examen* 
preliminaire sur un su jet n' ayant pas fait I'objet d' une recherche^. Cette 
attitude restera i nchangeer, independamment du fait que- les revendications 
aient ou n'aient pas et4 modlfiee^,, soit apices la reception du rapport de 
recherche, soit pendant une quelconque procedure sous 1 e Chapi tre II. 
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